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［摘 要］ 目的：观察低频电针耳穴“胃”对链脲佐菌素（streptozotocin，STZ）致糖尿病大鼠胃窦病理形态、Cajal间质细胞（in⁃
terstitial cells of Cajal，ICC）、血清胃促生长素（Ghrelin）和血管活性肠肽（vasoactive intestinal peptide，VIP）浓度的影响。方法：24只
雄性SD大鼠随机分为模型组、假耳针组、耳针组，每组各8只，腹腔注射STZ（55 mg/kg）诱导糖尿病大鼠模型，造模后第8周假

耳针组取耳垂，耳针组取耳穴“胃”进行电针治疗（2 Hz，20 min/次，每天1次，1周5 d，连续2周），模型组无治疗。比较治疗前、

后各组大鼠空腹血清Ghrelin、VIP浓度的改变，治疗结束后取胃窦组织行HE染色、c⁃Kit免疫组化染色，以及Western blot检测

胃窦组织c⁃Kit蛋白表达水平。结果：治疗后，耳针组血清Ghrelin浓度较治疗前显著上升（P＜0.05），且高于模型组（P＜0.05）；
免疫组化及Western blot结果均显示耳针组胃窦c⁃Kit蛋白的表达均显著高于模型组与假耳针组（P均＜0.01）。结论：电针耳穴

“胃”能够促进糖尿病大鼠胃窦 ICC的修复，可能与上调血清Ghrelin有关。
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［Abstract］ Objective：This study aims to observe the effects of low ⁃ frequency electro ⁃ acupuncture（EA）auricular acupoint
“stomach”on gastric antrum pathological morphology，interstitial cells of Cajal（ICC），and serum levels of ghrelin and vasoactive
intestinal peptide（VIP）in streptozotocin（STZ）⁃ induced diabetic rats. Methods：Tweenty⁃ four male Sprague⁃Dawley（SD）rats were
randomly divided into model group，sham auricular acupuncture group and auricular acupuncture group，8 rats in each group. All of the
rats were injected with STZ（55 mg/kg）to induce diabetic model，at the end of the 8th week after injection，animals received 2 weeks⁃
treatment（20 min per time，5 days a week，10 times）respectively：model group（no stimulation），sham auricular acupuncture group
（2 Hz EA on earlobes），auricular acupuncture group（2 Hz EA on ear point”stomach”）. Serum level of Ghrelin and vasoactive
intestinal peptide（VIP）were detected before and after EA treatments. At the end point of the experiment，pathological morphology in
antrum was observed by hematoxylin⁃eosin staining. C⁃Kit expression of ICCs in antrum were analyzed by immunohistochemistry and
Western blot. Results：Serum level of ghrelin in auricular acupuncture group was increased after EA treatments（P＜0.05）. Compared
to model group，serum level of ghrelin in auricular acupuncture group was significantly higher at the 10th week after STZ injection（P＜

0.05）. C ⁃Kit expression of ICCs in antrum of auricular acupuncture group was higher than that in model group and sham auricular
acupuncture group（P＜0.01）. Conclusion：Low⁃frequency EA on ear“stomach”point can promote the repair of ICCs in diabetic rats，
which may be related to up⁃regulation of serum ghrelin.
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糖尿病患者胃肠动力障碍的发病率为 25％~
53％，表现为饱腹感、腹胀、恶心、呕吐、便秘或腹

泻［1］，针灸疗法对本病疗效显著。我们前期研究发

现 2 Hz电针耳穴“胃”对糖尿病大鼠胃动力以及氮

能信号存在良性调节作用［2］。血清胃促生长素

（Ghrelin）是胃肠兴奋性迷走神经环路的主要脑肠⁃
肽之一，在胃动力的调节中发挥促兴奋作用［3］，而

血管活性肠肽（vasoactive intestinal peptide，VIP）则

是一种胃肠抑制性脑肠肽，主要在抑制性迷走神经

环路中发挥作用［4］。为了观察低频电针耳穴“胃”对

糖尿病大鼠胃动力效应中相关脑肠肽的影响，我们

设计了本研究，观察低频电针耳穴“胃”对链脲佐菌

素（streptozotocin，STZ）诱导糖尿病大鼠胃窦病理形

态、Cajal间质细胞（interstitial cells of Cajal，ICC）c⁃Kit
阳性表达以及血清Ghrelin、VIP浓度的影响，探讨低

频电针耳穴“胃”调节糖尿病大鼠胃肠动力的可能

作用与机制。

1 材料和方法

1.1 材料

LH202H型韩氏穴位神经治疗仪（南京济生医

疗科技有限公司）；BX43型显微镜（OLYMPUS公

司，日本）；快速血糖仪和血糖试纸（雅培公司，美

国）；STZ（Sigma公司，美国）；Ghrelin、VIP检测试剂

盒（南京建成生物工程研究所）；Mini⁃Protein Tetra
System电泳系统（Bio⁃RAD公司，美国）；ChemiDoc
XRS+ System凝胶成像仪（Bio⁃RAD公司，美国）；兔

抗大鼠 c⁃Kit 抗体（Santa 公司，美国），兔抗大鼠

GAPDH、二抗羊抗免 IgG（Bioworld公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 动物与分组

24只清洁级健康成年雄性9周龄Sprague⁃Daw⁃
ley（SD）大鼠购自南京医科大学医药实验动物中心，

随机分为模型组、假耳针组、耳针组，每组各8只。自

由摄食与饮水，适应性喂养1周后进入实验。动物的

使用符合南京医科大学实验动物伦理委员会要求。

1.2.2 造模方法

采用一次性腹腔注射 STZ（55 mg/kg）的方法建

立糖尿病大鼠模型［5-6］。选择 STZ注射 72 h后随机

血糖高于16.6 mol/L的大鼠为符合条件的糖尿病大

鼠。根据前人研究，STZ诱导的糖尿病大鼠在 STZ
注射6~8周后会发生糖尿病胃轻瘫［5］。

1.2.3 电针方法

参考本课题组前期研究［2］，假耳针组取双侧耳

垂、耳针组取耳穴“胃”点（CO40，位于耳甲腔内，耳

轮脚的消失处）进行针刺，模型组不进行针刺。

0.20 mm×25.00 mm规格的一次性无菌针灸针分别

刺入相应穴位后，连接电针（2 Hz，0.7~1.0 mA），每

次电针治疗30 min，每天1次，1周5 d，连续2周。

1.2.4 血清Ghrelin、VIP浓度的检测

第 1次电针治疗前以及最后 1次电针治疗后，

动物禁食不禁水12 h，麻醉下眼眶取血，按试剂盒说

明进行血清Ghrelin、VIP浓度的检测。

1.2.5 胃窦组织HE染色

各组大鼠处死后，取胃窦组织，4%多聚甲醛固

定 24 h后，制成石蜡组织，连续切片制成 4 μm左右

的切片，苏木素⁃伊红染色后，显微镜下进行图像采

集，观察组织的病理形态改变。

1.2.6 胃窦组织c⁃Kit的免疫组化染色

石蜡组织制成4 μm左右的切片，经脱蜡、脱水，

封闭内源性过氧化氢酶，热修复抗原，血清封闭，加

兔抗大鼠 c⁃Kit抗体（1∶100）、羊抗兔 IgG（1∶1 000），

DAB 显色，显微镜下观察，出现棕黄色后终止反

应。苏木素复染，脱水透明，中性树胶封片。染色

结果判定标准：棕色或褐色着色为阳性细胞。采用

IPP（Image⁃professional plus 6.0）软件计算 200倍镜

下c⁃Kit表达区域的平均光密度值。

1.2.7 Western blot检测胃窦组织c⁃Kit的表达

各组大鼠处死后，取胃窦进行组织总蛋白提

取，BCA法测定蛋白浓度，制胶后每孔 40 μL上样，

电泳后转膜，封闭，加入一抗（目的蛋白：c⁃Kit、内参

蛋白：GADPH）孵育，二抗孵育。洗膜、ECL化学发

光显影，Image J软件分析各条带光密度。c⁃Kit相对

表达量=c⁃Kit光密度值/GADPH光密度值×10n。

1.3 统计学方法

应用 SPSS 19.0软件进行统计学处理。计量资

料以均数±标准差（x ± s）表示，组间差异采用单因素

方差分析（one⁃way ANOVA），两两比较用 LSD⁃t检
验。组内治疗前后比较采用配对 t检验。以 P ≤
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 各组大鼠血清Ghrelin、VIP浓度的比较

如图1A所示：电针治疗前，各组大鼠血清Ghre⁃
lin浓度差异无统计学意义（P＞0.05）；电针治疗后，

耳针组Ghrelin浓度较治疗前显著升高（P < 0.01），

并且高于模型组（P < 0.05）；电针治疗后，假耳针组

与模型组之间Ghrelin浓度差异无统计学意义，其自
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A：各组血清Ghrelin浓度比较（n=6）；B：各组血清VIP浓度比较

（n=6）；两组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
图1 各组大鼠血清Ghrelin、VIP浓度的比较

Figure 1 Serum levels of Ghrelin and VIP in rats of each
group

身治疗前后比较Ghrelin浓度差异也无统计学意义

（P＞0.05）。如图 1B所示：电针治疗前后，各组大

鼠血清VIP浓度差异均无统计学意义（P＞0.05）；

模型组与假耳针组，自身治疗前后比较，差异均无

统计学意义（P＞0.05）；耳针组治疗后VIP浓度较

治疗前有轻度上升的趋势，但差异无统计学意义

（P＞0.05）。

2.2 各组大鼠胃窦组织病理形态改变

各组大鼠胃窦组织病理形态改变如图 2所示：

模型组大鼠胃窦组织黏膜细胞水肿，黏膜下层充

血，局部细胞坏死，细胞间隙大，染色浅、空泡样变

等；假耳针组与模型组比较，病理形态无显著改

变；耳针组胃黏膜及黏膜下层血管充血减轻，黏膜

细胞排列较整齐，细胞间隙稍大，染色较深，少量

空泡样变。

2.3 免疫组化检测各组大鼠胃窦组织c⁃Kit的表达

如图 3、4所示：模型组胃窦肌层间细胞不规则

堆积，c⁃Kit阳性表达颜色较浅，分布散乱；假耳针组

可见少量 c⁃Kit阳性细胞，其表达量与模型组无显著

差异（P＞0.05）；耳针组胃窦部 c⁃Kit呈强阳性表达，

且分布较均匀，表达量显著高于模型组（P＜0.05）与
假耳针组（P＜0.05）。
2.4 Western blot检测各组大鼠胃窦组织的 c⁃Kit蛋
白表达

如图5所示，耳针组 c⁃Kit的蛋白相对表达量均

明显高于模型组（P＜0.01）与假耳针组（P＜0.01）。

3 讨 论

“耳者，宗脉之所聚也”（《灵枢·口问》），十二经

脉皆上循或入络于耳。因此，耳与多脏腑、多经络

存在密切联系，刺激耳穴可调和五脏六腑、平衡气

血阴阳。耳针疗法在临床上也被广泛地运用于心、

脑、肺、胃肠等相关疾病的诊疗中。本课题组前期

CBA
A：模型组；B：假耳针组；C：耳针组；标尺=50 μm。

图2 各组大鼠胃窦组织病理形态改变（HE染色，×200）
Figure 2 Pathomorphological changes in gastric antrum of rats in each group（HE Staining，×200）

CBA

CBA
A：模型组；B：假耳针组；C：耳针组；标尺=50 μm。

图3 各组大鼠胃窦组织c⁃Kit的表达改变（免疫组化，×200）
Figure 3 Expression of c⁃Kit protein in gastric antrum of rats in each group（IHC，×200）
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研究发现耳穴疗法对多种类型的胃动力障碍疾病

均存在良性调节作用［2，7-9］。本研究发现2 Hz电针耳

穴“胃”能促进糖尿病大鼠胃窦 ICC的修复，同时对

血清中与胃动力呈正相关的Ghrelin存在良性调节

作用。

ICC是胃电活动的起搏细胞，c⁃Kit蛋白表达是

观察胃肠道 ICC的金标准［10］。研究发现，持续性高

血糖可导致 ICC数量减少和/或结构性损伤，最终导

致胃肠动力障碍［10］。较多研究结果表明，单剂量

STZ腹腔注射第8周开始，大鼠出现胃窦 ICC网络的

损伤，稳定地复制出糖尿病胃轻瘫的大鼠模型［5］。

我们观察到，STZ注射后大鼠血糖均维持在较高水

平，在注射后第 10周，模型组大鼠胃窦病理切片表

现为黏膜水肿，细胞坏死，空泡样变，并且免疫组化

结果显示 c⁃Kit的蛋白表达稀疏散乱，表明 ICC数量

减少，与前人研究成果一致［11］。自第8周开始，耳针

组进行了连续 2周的低频电针耳穴“胃”治疗，治疗

后胃窦病理形态较模型组明显改善，免疫组化以及

Wester blot检测耳针组c⁃Kit蛋白表达均显著高于模

型组。这提示低频电针耳穴“胃”可以促进糖尿病

大鼠胃窦 ICC的修复。

Ghrelin是由胃G细胞以及下丘脑Ghrelin载体

神经元分泌而释放的，是一种能加速胃排空的兴奋

性脑肠肽［12］。其在中枢可以通过抑制“孤束核⁃儿茶

酚胺⁃迷走神经背核⁃胆碱能⁃抑制胃排空”的途径来

促进胃排空，在外周可以兴奋肠神经丛的胆碱能兴

奋性神经元，引起强烈的促胃排空效应［13］，是下丘

脑、垂体和胃之间内分泌调节的联系纽带。本研究

结果显示，低频电针耳穴“胃”能够显著提高糖尿病

大鼠血清中 Ghrelin 的浓度，提示耳电针促进了

Ghrelin的分泌与释放。虽然目前Ghrelin对 ICC的

作用机制尚不明确，但有研究发现，Ghrelin可促进

体外培养的 ICC产生去极化，诱导胃肠道慢波的释

放，并且释放程度与Ghrelin的剂量存在正相关，揭

示了Ghrelin对胃动力调节的可能机制［14］。因此，耳

电针上调Ghrelin，可能有助于修复糖尿病大鼠胃窦

ICC从而改善胃动力障碍。

与Ghrelin作用相反，VIP是由肠神经丛神经元

释放的参与胃肠道平滑肌舒张的抑制性脑⁃肠肽之

一［4］，在 STZ诱导的糖尿病胃轻瘫小鼠模型中，血

VIP浓度出现显著下降［15］。本研究结果显示各组大

鼠血清VIP的含量均无显著性差异，提示耳电针并

不能对糖尿病大鼠血清VIP浓度产生显著的调节作

用。前人研究发现电针体穴能通过下调血VIP的浓

度而促进正常小鼠与胰腺炎大鼠的胃肠动力［16-17］。

因此，我们推测耳穴与体穴调节作用机体的靶点可

能存在差异。此外，不同疾病模型导致的胃动力障

碍对针刺的效应也可能存在显著差异。

综上，本研究认为低频耳电针“胃”可显著促进

糖尿病大鼠胃窦 ICC的修复，可能与上调血清Ghre⁃
lin有关，然而两者之间的关系及其在调节糖尿病胃

动力障碍中的作用机制还有待进一步研究。
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图5 各组大鼠胃窦组织c⁃Kit蛋白相对表达量

Figure 5 The relative expression of c⁃Kit protein in gas⁃
tric antrum of rats in each group

模型组 假耳针组 耳针组

c⁃Kit

GADPH

145 kDa

36 kDa

1.5

1.0

0.5

c⁃K
it蛋

白
相

对
表

达
量

模型组 假耳针组 耳针组

*
*

140
120
100
80
60

光
密

度
值

模型组 假耳针组 耳针组

*
*

两组比较，*P＜0.05（n=5）。
图4 各组大鼠胃窦组织c⁃Kit表达的光密度值

Figure 4 The optical density value of c⁃Kit expression in
gastric antrum of rats in each group
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